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00 (54) Title: USE OF AN MRP4 BINDING SUBSTANCES FOR THE DIAGNOSIS AND TREATMENT OF CANCER 

^ (54) Bezeichnung: VERWENDUNG VON AN MRP4 B1NDENDEN SUBSTANZEN ZUR DIAGNOSE UND BEHANDLUNG 
^ VON KREBSERKRANKUNGEN 

O (57) Abstract: The invention relates to the uses of Mrp4 for the diagnosis and treatment of prostate and/or bladder and/or ovarian 
C^l tumours, and for screening for substances for such purposes. 



^ (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Verwendungen von Mrp4 zur Diagnose und Behandlung von Prostata- und/oder 



Blasen- und/oder Ovartumorcn, sowie zum Scrccncn nach Subslanzen fur solche Zweckc. 
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Verwendungen von an Mrp4 bindenden Substanzen zur Diagnose 
und Behandlung von Krebserkrankungen. 

5 Gebiet der Erfindung 

Die Erfindung betrifft neue Verwendungen von Mrp4 oder 
daraus abgeleiteten Sequenzen zum Screenen nach daran bin- 
denden Substanzen, sowie die Verwendung von an Mrp4 bin- 
10 denden Substanzen zur Diagnose und/oder Behandlung von 
Tumor-Er krankungen . 

Hintergrund der Erfindung und Stand der Technik 

15 

Mrp4 gehort zu ATP-Bindungskassetten Superf amilie der 
Transportproteine, welche die Energie der ATP Hydrolyse 
fur ihre Aktivitat nutzen. Gemafi der Literaturstelle M.A. 
Barrand et al., Gen. Pharmacol. 28:639-645 (1997) ist Mrp4 . 

20 rait Veranderungen der Akkumulation und Verteilung von 
Wirkstoffen assoziiert. Im Zusammenhang mit dem antivi- 
ralen Wirkstoff PMEA, den Antikrebs-Wirkstof f en 
6-Mecaptopurin, 6-Thioguanin sowie Estradiol 
17-IJ-D-glucuronid ist der Transport dieser Wirkstoffe 

25 durch Efflux durch die Zellmembran vermittels Mrp4 bekannt 
(K. Lee et al., J Natl Cancer Inst 92:1934-1940 (2000); 
Z.S. Chen et al., JBC 276 (36) : 33747-33754 (2001)). Mrp4 
wurde in Prostata-Normalgewebe . sowie in stabil transi- 
fizierten NIH3T3 Zellen sowohl im Zytoplasma als auch in 

30 der Membran detektiert (K. Lee et al., J Natl Cancer Inst 
92:1934-1940 (2000)). Mrp4 wird vorwiegend in Prostata- 
Normalgeweben und in geringerem Mafte in verschiedenen an- 
deren Normalgeweben exprimiert. Weiterhin ist Expression 
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in diversen Tumor zelllinien zu beobachten (P. Borst et 
al., J Natl Cancer Inst 92:1295-1302 (2000)). 

Resistenz gegen Chemotherapeutika ist ein groftes und an- 
5 dauerndes Problem in der Behandlung von Krebserkrankungen. 
Manche bosartigen Tumore reagieren von Anfang an schlecht 
auf Chemotherapie und sind insofern anscheinend intrisisch 
resistent. Andere Tumore reagieren anfanglich gut auf eine 
Chemotherapie, aber entwickeln im Verlauf der Chemothera- 
10 pie offenbar eine Resistenz, was entweder auf einen Selek- 
tionsprozess unter den malignen Zellen oder eine zellulare 
Antwort auf den Wirkstoff zuruckzuf uhren sein durfte. Die- 
ses weit verbreitete Phanomen wird MDR (Multi-Drug Resis- 
tance) genannt. 

15 

Technisches Problem der Erfindung 

Der Erfindung liegt das technische Problem zugrunde, phar- 
20 mazeutische Zusammensetzungen zur Diagnose und/oder zur 
Behandlung von Prostata- und/oder Blasen- und/oder Ovar- 
krebs anzugeben sowie Mittel zu deren Identif izierung. Der 
Erfindung liegt insbesondere das technische Problem zu 
Grunde, resistente Tumore zu identif izieren und zu 
25 behandeln. 

Grundzuge der Erfindung und bevorzugte Ausfuhrungsf ormen. 

30 Die Erfindung lehrt die Verwendung einer fur Mrp4 codier- 
enden Nukleinsaure und/oder eines Mrp4 Peptids oder Pro- 
teins zur Detektion von Prostata- und/oder Blasen- 
und/oder Ovartumoren oder zur Detektion eines Risikos der 
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Erkrankung an Prostata- und/oder Blasen- und/oder Ovartu- 
moren, insbesondere von Tumoren mit einer erhohten Resis- 
tenz, wobei eine Prostata- oder Blasen- oder 
Ovar-Gewebeprobe, beispielsweise in vitro, auf Ubertran- 
5 skription von Mrp4 RNA oder auf Uberexpression eines Mrp4 
Proteins untersucht wird. Eine an fur Mrp4 codierende Nuk- 
leinsaure oder eine an Mrp4 Protein oder Peptid bindende 
Detektorsubstanz, vorzugsweise enthaltend eine Reporter- 
gruppe, kann zur Detektion verwendet werden, wobei Bindung 
10 besagter Nukleinsaure und/oder besagten Proteins oder Pep- 
tids an die Detektorsubstanz halbquantitativ oder quanti- 
tativ detektiert wird. 

Die Erfindung lehrt weiterhin die Verwendung einer Mrp4 
15 RNA oder. eines Mrp4 Proteins oder Peptids zum Screenen 

nach daran bindenden Substanzen, insbesondere prospektiven 
Wirkstoffen zur Inhibierung von besagter RNA oder besagtem 
Protein oder Peptid oder prospektiven Detektorsubstanzen, 
wobei eine prospektive Substanz oder eine Mischung solcher 
20 prospektiver Substanzen mit besagter RNA oder besagtem 
Protein oder Peptid kontaktiert wird, wobei mit einem 
Bindungsassay Bindungsereignisse festgestellt werden, und 
wobei eine bindende prospektive Substanz, ggf . nach Dekon- 
volutierung, selektiert wird. 

25 

Die Erfindung lehrt schliefilich die Verwendung einer Mrp4 
inhibierenden oder daran bindenden Substanz zur Herstel- 
lung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung 
von Prostata- und/oder Blasen- und/oder Ovartumoren, 
30 insbesondere zur Behandlung resistenter Tumore. Die Sub- 
stanz kann ein Antikorper sein, welcher durch Immunis- 
ierung eines nicht-menschlichen Saugetiers mit einem Mrp4 
Peptid oder Protein, mit hierfur codierender cDNA 
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transf izierte Zellen, mit endogen ein solches Peptid oder 
Protein exprimierenden Tumorzellen, oder mit rekombinant 
hergestellten Mrp4 Peptiden oder Proteinen, erhaltlich 
ist, oder ein Phage-Display-Antikorper sein. Die Substanz 
5 kann aber auch eine Mimikryverbindung eines Antikorpers 
gegen ein Mrp4 Peptid oder Protein sein. Die Substanz kann 
schlielilich ein Aptamer, eine antisense RNA, oder ein Ri- 
bozym sein. Die Substanz kann zusatzlich, insbesondere im 
Falle eines bispezif ischen Antikorpers oder einer Mimikry- 
10 verbindung hierzu, eine zytotoxische und/oder immunstimu- 
lierende Komponente tragen. Die pharmazeutische 
Zusammensetzung kann zur lokalen Applikation in Tumorzel- 
len enthaltendem Gewebe hergerichtet sein. 

15 Die Erfindung laftt sich im Rahmen eines Verfahrens zur 

Diagnose einer Prostata- und/oder Blasen- und/oder Ovartu- 
morerkrankung verwenden, wobei eine Detektorsubstanz in 
einer Ausf tihrungsf orm mit einer Reportergruppe in zu un- 
tersuchendes Gewebe, ggf. in vitro nach Gewebeentnahme, 

20 appliziert wird, wobei das zu untersuchende Gewebe dann 
einer Detektionsverf ahrenstuf e unterworfen wird, welche 
sensitiv fur die Reportergruppe ist, und wobei im Fall der 
Detektion eines definierten Mindestwertes der Reporter- 
gruppe im Gewebe das Gewebe als, ggf. resistente, Tu- 

25 morzellen enthaltend qualifiziert wird, sowie eines 

Verfahrens zur Behandlung einer Prostata- und/oder Blasen- 
und/oder Ovartumorerkrankung, insbesondere resistenter 
Tumore, wobei eine erf indungsgemafte pharmazeutische Zusam- 
mensetzung in einer physiologisch wirksamen Dosis einem 

30 Patienten dargereicht wird, wobei optional gleichzeitig, 
davor, oder danach ein hiervon verschiedener, ublicher 
Antikrebs-Wirkstof f in gleicher oder verschiedener Dar- 
reichungsf orm dargereicht wird. 
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Die Erfindung betrifft schliefilich eine pharmazeutische 
Zusammensetzung enthaltend zumindest zwei Komponenten A 
und B, wobei Komponente A eine Substanz nach einem der 
5 Anspruche 4 bis 8 ist, wobei die Komponente B ein (ubli- 
cher) Antikrebs-Wirkstoff ist, wobei die Komponenten A und 
B alternativ hergerichtet sein konnen i) als raumlich 
separate Komponenten eines Mehrkomponentenpraparates, bes- 
timmt zur gleichzeitigen oder auf einanderf olgenden Dar- 
10 reichung und galenisch hergerichtet als gleiche oder 

verschiedene Darreichungsf ormen, oder ii) als Kombination- 
spraparat in Form einer raumlich verbundenen und ein- 
heitlichen Darreichungsf orm. 

15 Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis, daft Mrp4 uberex- 
primiert ist in Prostata- und Blasen- und/oder Ovartu- 
moren, i.e. in besagten Tumorgeweben ist die Expression 
hoher, verglichen mit normalen Zellen gleichen Gewebes, 
und der daraus herleitbaren technische Lehre, dafi Mrp4 als 
20 Zielmolekiil bei der Diagnostik und Therapie dieser Er- 
krankungen, insbesondere im Falle intrinsischer Resisten- 
zen oder erworbenen oder erwerbbaren Resistenzen, 
eingesetzt werden kann. Mrp4 kann also als Marker zur 
Identifizierung von Tumorzellen, insbesondere von resis- 
25 tenten Tumorzellen, in den besagten Tumorgeweben dienen. 
Auf der anderen Seite bietet die Inhibierung von Mrp4 die 
Moglichkeit, insbesondere auch in Verbindung mit iiblichen 
Wirkstoffen der Chemotherapie, Resistenzen zu iiberwinden 
oder erst gar nicht auftreten zu lassen. Insofern kann die 
30 Erfindung auch zur Prevention einer Entwicklung einer Re- 
sistenz genutzt werden. Denn durch Verhinderung des Ef- 
fluxes verabreichter Chemotherapeutika aufgrund der 
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Inhibierung des Mrp4 ist die anhaltende Wirkung dieser 
Chemotherapeutika in alien Zielzellen sichergestellt . 

Im Rahmen der Erfindung kann es sich empfehlen, im Vorfeld 
5 einer Behandlung mit einer erf indungsgemaflen pharmazeu- 
tischen Zusammensetzung eine Probe aus einem Gewebe, 
welches als Tumorgewebe mit anderen Methoden identif iziert 
ist, zu entnehmen und die Gewebeprobe auf Expression bzw. 
Uberexpression von Mrp4 zu untersuchen. In diesem Zusam- 

10 menhang ist von besonderer Bedeutung, daft Mrp4 Substrat- 
spezifitat aufweist, beispielsweise zu zyklischen 
Nukleotiden, Purinanalogen und nukleosidbasierten antivi- 
rale Wirkstoffen; der Erhalt des Expressionsmusters zu 
Mrp4 kann also die Auswahl potentiell geeigneter 

15 Wirkstoffe bzw. den Ausschluss potentiell ungeeigneter 
Wirkstoffe bzw. Chemotherapeutika erleichtern. Alternativ 
kann mit einer erf indungsgemaflen Detektorsubstanz zur Di- 
agnose in vivo auf Mrp4 Phanotyp getestet werden. Wird 
eine Uberexpression von Mrp4 gegenuber Normalgewebe 

20 gleichen Typs f estgestellt, so ist die Anwendung der er- 
f indungsgemafien pharmazeutischen Zusammensetzung 
indiziert . 

Von eigenstandiger Bedeutung im Rahmen der Erfindung ist, 
25 daft die Erfindung besonders vorteilhaft im Falle androgen- 
sensitiver Tumore bzw. Tumorzellen einsetzbar ist. 

Im Falle bispezif ischer an Mrp4 bindender Substanzen ist 
es bevorzugt, wenn die an Mrp4 bindende Substanz 
30 zusatzlich eine zytotoxische und/oder immunstimulierende 
Komponente tragt. Dies fuhrt dann letztendlich dazu, dass 
praktisch ausschliefllich Tumorzellen getotet werden, sei 
es durch die Zytotoxizitat, sei es durch Angriff durch das 
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stimulierte Immunsystem, wahrend Normalzellen in dem 
Gewebe praktisch vollstandig erhalten bleiben. Im Falle 
des Einsatzes einer zytotoxischen Komponente wird es sich 
besonders empfehlen, wenn die pharmazeutische Zusammen- 
5 setzung zur lokalen Applikation in Tumorzellen enthalten- 
dem Gewebe hergerichtet ist, beispielsweise zur Injektion. 

Die Erfindung betrifft des weiteren ein Mrp4 Protein oder 
Peptid enthaltend eine Teilsequenz von zumindest 4 Ami- 

10 nosauren aus Seq.-ID 10, insbesondere aus Seq.-ID 11, oder 
enthaltend Seq.-ID 10, insbesondere Seq.-ID 11, oder 
bestehend aus einer solchen Sequenz, nicht jedoch ein Pro- 
tein oder Peptid gemaft oder codiert durch Genbank AccNo 
NM_005845, AY_081219 und XM_036453. Die Erfindung betrifft 

15 schlieMich eine fur ein solches Protein oder Peptid cod- 
ierende Nukleinsaure, insbesondere eine Sequenz gemaft 
Seq.-ID 9 oder eine Teilsequenz hieraus. Ein erfindungs- 
gemafies Protein bzw. Peptid bzw. eine hierftir codierende 
Nukleinsaure lafit sich in alien vorstehend und folgend 

20 beschriebenen Zusammenhangen einsetzen. 

Def initionen. 

Fur Mrp4 sind die folgenden Sequenzen bekannt: Genbank 
25 AccNo NM_005845, AY_081219 und XM_036453. 

Im Rahmen dieser Beschreibung wird die Bezeichnung Mrp4 
fur alle humanen Isoformen, bekannt oder neu, auf Nuklein- 
sauren- oder Aminosaurenbasis, verwendet. Mit diesen Be- 
30 griffen mit umfafit sind auch die im Rahmen dieser 

Beschreibung offenbarten kurzen Sequenzen, welche aus den 
Isoformen stammen, beispielsweise Immunisierungssequenzen. 
Weiterhin mit umfalit sind auch Homologe, wobei die 
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Homologie zumindest 80%, vorzugsweise mehr als 90%, 
hochstvorzugsweise mehr als 95%, betragt, Im Falle cier 
Nukleinsauresequenzen sind auch komplementare oder al- 
lelische Varianten mit umfafit. Weiterhin sind Sequenzen 
5 umfalit, welche lediglich Teilsequenzen der explizit offen- 
barten Sequenzen, beispielsweise ein Exon oder mehrere 
Exons, oder komplementarer Sequenzen hierzu darstellen, 
mit der Maftgabe, dali diese Teilsequenzen im Falle der Nuk- 
- leinsauren eine fur eine Hybridisierung mit einer er- 

10 f indungsgemalien Nukleinsaure hinreichende Lange, zumindest 
30 bis 50 Basen, aufweisen und im Falle der Proteine bzw. 
Peptide mit zumindest gleicher Affinitat an ein protein- 
oder peptidspezif isches Zielmolekul binden. Weiterhin sind 
alle mit erf indungsgemalien Nukleinsauren hybridisierende 

15 Nukleinsauren umfalit, namlich solche, die unter stringen- 
ten Bedingungen (5°C bis 25 °C unterhalb der Auf schmelztem- 
peratur; siehe erganzend J.M. Sambrook et al., A 
laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press 
(1989) und E.M. Southern, J Mol Biol, 98:503ff (1975)) 

20 hybridisieren. Es versteht sich, daJi die Erfindung auch 
Expressionskassetten umfalit, i.e. eine oder mehrere der 
erf indungsgemaJien Nukleinsauresequenzen mit mindestens 
einer Kontroll- oder regulatorischen Sequenz. Eine solche 
Expressionskassette kann auch eine Sequenz fur ein 

25 bekanntes Protein umfassen, wobei im Zuge der Translation 
ein Fusionsprotein aus einem bekannten Protein und einem 
erf indungsgemaften Protein oder Peptid entsteht. Ebenso 
sind auch antisense Sequenzen zu den vorstehenden Nuklein- 
sauresequenzen umfaBt- Schliefllich sind RNA sowie damit 

30 korrelierende DNA und umgekehrt umfaJit, ebenso wie geno- 
mische DNA als auch korrelierte cDNA und umgekehrt und 
RNAi . 
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Im Zusammenhang mit erf indungsgemalien Verwendungen umfas- 
sen die Begriffe der Mrp4 Nukleinsauren oder Protein bzw. 
Peptide neben den Volllangen der angesprochenen Sequenzen 
(siehe auch vorstehender Absatz) auch Teilsequenzen hi- 
5 eraus, und zwar mit einer Mindestlange von 12 bis 30 Nuk- 
leotiden, beispielsweise 30 bis 90 Nukleotiden, im Falle 
der Nukleinsauren und einer Mindestlange von 4 bis 10 Ami- 
nosauren, beispielsweise 10 bis 30 Aminosauren, im Falle 
der Peptide oder Proteine. 

10 

Der Begriff der Behandlung umfallt auch die Prophylaxe. 

Als Inhibitor ist eine Verbindung oder Substanz bezeich- 
net, welche entweder die Bildung von Mrp4 inhibiert oder 

15 gebildetes Mrp4 in der Aktivitat reduziert, bezogen auf 
die Mrp4 Aktivitat in Abwesenheit des Inhibitors. Insofern 
kann ein Inhibitor einerseits eine Substanz sein, welche 
in der Entstehungskaskade von Mrp4 inhibierend eingreift. 
Auf der anderen Seite kann ein Inhibitor eine Substanz 

20 sein, welche mit gebildetem Mrp4 eine Bindung eingeht, und 
zwar dergestalt, dass weitere physiologische Wechsel- 
wirkungen mit endogenen Substanzen zumindest reduziert 
sind. 

25 Mimikry-Molekule sind Verbindungen, die den variablen 
Bereich, insbesondere den Bindungsbereich eines Antikor- 
pers, nachbilden und an gleicher Stelle eines Zielmolekuls 
binden, wie der zu Grunde liegende Antikorper. 

30 Der Begriff der Antikorper umfalit polyklonale Antikorper, 
monbklonale Antikorper, nicht-humane, humane und humanis- 
ierte Antikorper, antiidiotypische Antikorper sowie Phage- 
Display-Antikorper, aber auch chimare Antikorper sowie 
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spezifische Fragmente der leichten und/oder der schweren 
Kette des variablen Bereiches zu Grunde liegender Antikor- 
per vorstehender Art. Die Herstellung bzw. Gewinnung sol- 
cher Antikorper mit vorgegebenen Immunogenen ist dem 
5 Durchschnittsfachmann wohl vertraut und braucht nicht 
naher erlautert zu werden. Weiterhin umfalit der Begriff 
der Antikorper bispezif ische Antikorper. Bispezif ische 
Antikorper kombinieren eine definierte Immunzellaktivitat 
mit einer spezifischen Tumorzellerkennung, wodurch Tu- 
10 morzellen getotet werden. Ein bispezif ischer Antikorper 
bindet einerseits an ein Auslosemolekul der Immun- 
Ef fektorzelle (z.B. CD3, CD16, CD64) und andererseits an 
Antigene der Tumorzielzelle . 

15 Die galenische Herrichtung einer erf indungsgemaiien phar- 
mazeutischen Zusammensetzung kann in fachublicher Weise 
erfolgen, und zwar sowohl zur systemischen als auch zur 
lokalen Verabreichung. Als Gegenionen fur ionische Ver- 
bindungen kommen beispielsweise Na + , K + , Li + oder 
20 Cyclohexylammonium infrage. Geeigente feste oder fliissige 
galenische Zubereitungsf ormen sind beispielsweise Granu- 
late, Pulver, Dragees, Tabletten, (Mikro-) Kapseln, Sup- 
positorien, Sirupe, Safte, Suspensionen, Emulsionen, 
Tropfen oder injizierbare Losungen (i.v., i.p., i.m.) 
25 sowie Praparate mit protrahierter Wirkstof f-Freigabe, bei 
deren Herstellung ubliche Hilfsmittel wie Tragerstof f e, 
Spreng-, Binde-, Oberzugs-, Quellungs-, Gleit- oder 
Schmiermittel, Geschmacksstof f e, Suiiungsmittel und 
Losungsverrnittler, Verwendung finden. Als Hilfsstoffe sei 
30 Magnesiumcarbonat, Titandioxyd, Lactose, Mannit und andere 
Zucker, Talcum, Milcheiweifi, Gelatine, Starke, Zellulose 
und ihre Derivate, tierische und pflanzliche Ole wie Le- 
bertran, Sonnenblumen-, Erdnuss- oder Sesamol, 
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Polyethylenglycole und Ldsungsmittel, wie etwa steriles 
Wasser und ein- oder mehrwertige Alkohole, beispielsweise 
Glycerin, genannt . Eine erf indungsgemafte pharmazeutische 
Zusammensetzung 1st dadurch herstellbar, dass mindestens 
5 ein erf indungsgemaft verwendeter Mrp4 Inhibitor in 

definierter Dosis mit einem pharmazeutisch geeigneten und 
physiologisch vertraglichen Trager und ggf . weiteren 
geeigneten Wirk-, Zusatz- oder Hilfsstoffen mit 
definierter Inhibitordosis gemischt und zu der gewunschten 
10 Darreichungsform hergerichtet ist. 

Tumorzellen uberexprimieren Mrp4 spezifisch bzw. differen- 
ziell, wenn Mrp4 im Vergleich zu Normalzellen des gleichen 
Gewebes in zumindest 10% hoherer Menge exprimiert wird. 

15 

Zytotoxische Komponenten bzw. Gruppen sind Verbindungen, 
welche direkt oder indirekt Apoptose einleiten bzw. zu 
Nekrose fuhren oder zumindest wachstumshemmend wirken. 
Diese konnen aulier an eine erf indungsgemalie Substanz 
20 gekoppelt auch als Komponente B eingesetzt werden. Solche 
Gruppen bzw. Verbindungen konnen neben Radioisotopen (z.B. 
188Re, 213Bi, 99mTc, 90Y, 131J, 177Lu) insbesondere Zyto- 
statika sein, welche in der Tumortherapie eingesetzt wer- 
den. Beispiele hierfilr sind: Alkylantien (z.B. 

25 Mechlorethamin, Ifosfamid, Chlorambucil, Cyclophosphamid, 
Melphalan, Alkylsulf onate, Busulphan, Nitrosoharnstof f e, 
Carmustin, Lomustin, Semustin, Triazene, Dacarbazin) , An- 
timetaboliten (z.B. Folsaure-Antagonisten, Methotrexat, 
Pyrimidin-Analoga, Fluoruracil, Fluordesoxyuridin, Cyta- 

30 rabin, Gemcitabin, Purin-Analoga, Mercaptopurin) , Mitose- 
hemmer (z.B. Vincaalkaloide, Voncristin, Vinblastin, 
Paclitaxal, Docetaxel, Protaxel) , Epipodophyllotoxine 
(z.B. Etoposid, Teniposid), Antibiotika (z.B. 
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Dactinomycin, Daunorubicin, Idarubicin, Anthracycline, 
Bleomycin, L-Asparaginase) , Platinkomplexverbindungen 
(z.B. Cisplatin) , Hormone und verwandte Verbindungen (z.B. 
Nebennierenrindensteroide, Aminogluthetimid, Gestagene, 
5 Ostrogene, Androgene, Antiostrogene, Tamoxifen, Sterio- 
danaloga, Flutamid) . Bei Bindung einer solchen Verbindung 
mit einer an Mrp4 bindenden Substanz erfolgt die Kopplung 
der.gestalt, dafi die Affinitat zu Mrp4 um nicht mehr als 
90%, vorzugsweise 50%, bezogen auf die Substanz ohne zyto- 
10 statische Gruppe, reduziert ist und die zytostatische 
Wirkung der Gruppe um nicht mehr als 90%, vorzugsweise 
50%, bezogen auf die Verbindung ohne Substanz, reduziert 
ist. 

15 Eine immunstimulierende Komponente ist meist ein Protein 
oder ein wirksamer Bestandteil hiervon, welches Zellen des 
Immunsystems stimuliert. Beispiele hierfur sind: Zytokine, 
wie M-CSF, GM-CSF, G-CSF, Interferone, wie IFN-alpha, 
-beta, -gamma, Interleukine wie IL-1 bis -16 (aulier -8), 

20 human LIF, Chemokine wie Rantes, MCAF, MIP-1-alpha, -beta, 
NAP-1 und IL-8. Diese Komponente kann auch als eine Kompo- 
nente B eingesetzt werden. 

Eine Reportergruppe ist ein Atom, Molekul oder eine Ver- 
25 bindung, welche in Verbindung mit einem hierauf abgestell- 
ten Assay den Nachweis der Reportergruppe und der somit 
mit der Reportergruppe verbundenen Verbindung oder Sub- 
stanz ermoglicht. Beispiele fur Reportergruppen und hier- 
mit assoziierte Detektionsmethoden sind: 32P-Labeling und 

30 Intensitatsmessung mittels Phosphoimager . Viele weitere. 
* 

Beispiele sind dem Durchschnittsf achmann bekannt und 
bediirfen nicht der detaillierten Aufzahlung. 
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Eine an Mrp4 bindende Substanz kann eine Substanz sein, 
welche ein Mrp4 Protein oder eine Mrp4 RNA bindet. 

Resistenz bezeichnet die Widerstandsf ahigkeit von malignen 
5 Zellen gegenuber Chemotherapeutika. Eine Zelle ist im 

Falle einer erwerbbaren Resistenz resistent, wenn die Zeit 
bis zum Zelltod verlangert ist gegenuber einer Refer- 
enzzelle gleichen Zelltyps bzw. gleicher Zellline und 
gleicher Dosierung oder wenn die Prolif erationsrate der 

10 resistenten Zelle unter gleichen Bedingungen erhoht ist 
gegenuber jener der Ref erenzzelle . Eine Zelle ist im Falle 
einer initialen Resistenz resistent, wenn die Zeit bis zum 
Zelltod verlangert oder die Prolif erationsrate erhoht ist 
gegenuber einer nichtresistenten Ref erenzzelle ver- 

15 schiedenen Zelltyps und gleicher Dosierung. 

Im Rahmen der vorstehenden Definition gegenuber dem engen 
Wortsinn erweiterte Begrif f sbestimmungen umfassen auch die 
bestimmten Begriffe im engen Wortsinn. 

20 

Beispiele. 

Im Folgenden wird die Erfindung anhand von lediglich 
25 bevorzugte Ausfuhrungsf ormen darstellenden Beispielen und 
Figuren naher erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1: Chipanalyse zur dif f erenziellen Expression von 
30 Mrp4 in Protatatumorgeweben aus Patienten, 
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Fig. 2: Cancer Profiling Array zur dif f erenziellen Expres- 
sion von Mrp4 in Protata- und Ovartumorgeweben aus 
Patienten, 

5 Fig. 3: Mrp4 TaqMan in Prostatatumor- und Protatanormal- 
geweben aus gleichen Patienten, 

Fig. 4: Mrp4 TaqMan in verschiedenen humanen 
Tumor zel 11 inien, 

10 

Fig. 5: verschiedene Hammerhead Ribozyme, welche Mrp4 mRNA 
schneiden, 

Fig. 6: Immunisierungspeptide, 

15 

Fig. 7: eine Mrp4 codierende Nukleinsaure (Seq.-ID 9), und 

Fig. 8; ein Mrp4 Protein bzw. Peptid (Seq.-ID 10) f wobei 
die markierte Teilsequenz (Seq.-ID 11) von 
20 selbststandiger Bedeutung ist. 



Beispiel 1: 

25 Es wurden electronic Northern gemali der Literaturstelle DE 
198 11 194 Al angefertigt, wobei die in den Sequenzprotok- 
ollen angegebene assemblierte Sequenz aus ESTs bzw. Con- 
tigs eingesetzt wurde (ok_582) . Eine Uberexpression in 
Tumorgewebe mit einer Signifikanz von > 0,90 wurde fur 

30 Prostata- und Blasengewebe gefunden. 



Beispiel 2: Uberexpression in Prostatatumor 
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Gepaartes Prostatatumor- und Normalgewebe wurde im Wege 
der Lasermikrodissektion von 54 Patienten entnommen. Die 
daraus praparierte RNA wurde amplif iziert , mit Digoxygenin 
5 gelabelt und auf einen DNA Chip mit Hilfe der Affymetrix 
Technologie hybridisiert . Die Ergebnisse der Analyse des 
Chips sind in der Figur 1 dargestellt. Man erkennt, dall in 
55% der Prostatatumoren (28 aus 54 Patienten) die Expres- 
sion urn zumindest den Faktor 2 erhoht ist. 

10 

Beispiel 3: Oberexpression in Prostata- und Ovartumor. 

Figur 2 zeigt Ergebnisse der Expression von Mrp4 auf 
15 Prostata- und Blasentumoren und den dazugehorenden Normal- 
geweben, erhalten wie oben angegeben, aus einem Cancer 
Profiling Array. Hierfur wurde die Mrp4 Sequenz mit 
32P-dCTP gelabelt mittels random hexamer priming und an 
das, Cancer Profiling Array hybridisiert. Dieses enthalt 
20 225 cDNA Paare, wobei jedes Paar Tumor- und Normalgewebe 
von einem Patienten reprasentiert . Man erkennt, daft in 
mehreren Prostata- und Ovartumoren Mrp4 uberexprimiert 
wird. 

25 

Beispiel 4: Oberexpression in Prostatatumor. 

Mrp4-spezif ische Oligonukleotidprimer wurden generiert und 
fur eine quantitative PCR (TaqMan) verwendet, wobei die 
30 erster Strang cDNA aus verschiedenen Geweben und Zell- 
linien, wie in der Figur 3 angegeben, stammte. Mann erk- 
ennt zunachst, daft eine signifikante Oberexpression von 
Mrp4 (4-9-fach) in 5 von 15 Prostatgewebepaaren erfolgt. 
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In anderen Normalgeweben der Figur 3 erfolgt keine Expres- 
sion. Gleiches gilt fur die untersuchten Zelllinien, mit 
Ausnahme der Androgen-sensitiven Tumor zelllinie LNCaP. 

5 Eine detaillierte Darstellung der Untersuchungen an Zell- 
linien ist in der Figur 4 gegeben, wobei zunachst die 
starke Expression in der Prostata-Tumorzelllinie LNCaP 
deutlicher hervortritt. Es ist aber auch erkennbar, daft 
eine Expression in nicht Androgen-sensitiven Zelllinien, 
10 wie beispielsweise PC-3 und DU-145 vergleichsweise niedrig 
ist . 

Beispiel 5: Nachweis von Mrp4 mittels Antikorpern 

15 In diesem Beispiel wird die Markierung eines Tumors bzw. 
seiner Metastasen durch einen anti-Mrp4-Antikorper in vivo 
(Mausmodell) beschrieben. Ein anti-Mrp4-Antikorper wird 
mit einem Markermolekiil (z. B. Radioisotop) markiert. In 
NMRI-Nacktmause werden 3 x 10 6 Mrp4-transf izierte humane 

20 Zellen Oder Tumorzellen mit hoher endogener Mrp4 Expres- 
sion, beispielsweise LNCaP Zellen, transplantiert . Nach 
einem Zeitraum, der ausreicht, urn Metastasen an einer 
sekundaren Stelle des Korpers zu entwickeln, beispiel- 
sweise 30 Tage nach der Transplantation, wird den Mausen 

25 markierter Antikorper infiziert. Die Kontrolltiere werden 
mit einem nicht relevanten Antikorper behandelt. Wenige 
Stunden nach der Antikorperapplikation werden die Tiere 
getotet und aus alien Organen Gewebeschnitte angefertigt. 
Diese Schnitte werden auf die Gegenwart von markiertem 

30 anti-Mrp4 Antikorper untersucht. 

Bei den anti-Mrp4 Antikorpern handelt es sich um polyklon- 
ale Antikorper gegen humanes Mrp4 Protein, konjugiert mit 



WO 2004/016810 



PCT/DE2003/002159 



17 



einem Tragerprotein, in Kaninchen gezogen und mit den 
spezifischen immobilisierten Peptiden af f initatsgereinigt . 

Beispiele fur Immunisierungspeptide sind in Figur 6 
5 (Seq.-ID 1 bis 4) angegeben. Als Immunogene konnen ebenso 
mit cDNA von Mrp4, oder Teilsequenzen hiervon trans- 
fizierte Zellen, wie beispielsweise COS-Zellen oder 
NIH3T3-Zellen, eingesetzt werden. Ebenso sind Tumorzellen, 
die endogen Mrp4 exprimieren, geeignet. Weiterhin kann 
10 auch rekombinant hergestelltes Mrp4 bzw. Teilsequenzen 

hieraus, die in Producer zellen, wie E. coli oder Insekten- 
zellen exprimiert werden, zur Immunisierung eingesetzt 
werden. 

15 

Beispiel 6: Immunhistochemischer Nachweis von Tumorzellen. 

Primare Tumoren werden aus den Patienten mit Prostata-, 
Blasen- und/oder Ovartumoren isoliert und als Paraffin 

20 bzw. Gefrierschnitte prapariert. Diese Schnitte werden mit 
einem anti-Mrp4-Antikorper auf die Uberexpression von Mrp4 
in Tumorzellen untersucht. Die immunhistologische Unter- 
suchung mit dem Mrp4-Antikorper zeigt hohere Expression 
von Mrp4 in den Tumorzellen im Vergleich zu umliegenden 

25 Normalgewebe. Die Untersuchung erfolgt im Einzelnen durch 
Inkubation mit dem anti-Mrp4 Antikorper als primarem An- 
tikorper, einem biotinyliertem sekundaren anti-Kaninchen 
Antikorper und einer Streptavidin-gekoppelten Meerret- 
tichperoxidase. Die Farbung erfolgt mit DAB als chromo- 

30 genen Substrat (braune Farbung) . Die Gegenfarbung erfolgt 
mit Hemalaun-Losung (blaue Farbung) . Es sind maligne und 
nichtmaligne Zellen unterscheidbar , wobei die malignen 
Zellen eine starke Farbung, i.e. hohen Mrp4 Gehalt, 
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aufweisen, wahrend die nichtmalignen Zellen nur moderat 
gefarbt sind. 

5 Beispiel 7: RNA-Inhibitoren 

In der Figur 5 (Seq.-ID 5 und 6) sind verschiedene Hammer- 
head Ribozyme dargestellt, die Mrp4 an den dargestellten 
Stellen schneiden und so die Aktivitat eventueller Trans- 

10 lationsprodukte inhibieren oder zumindest reduzieren. 
Geeignete antisense RNA Sequenzen sind beispielsweise 
5'-UCACCUCCUGGUACACGGGCAG-3' (Seq.-ID 7). und 
5'-GCAGAUGUUCGCGUCCUGCAGC-3' (Seq.-ID 8). Es ist auch 
moglich durch Konstruktion von Primern, mittels welcher 

15 RNAi Sonden generiert werden, Mrp4 zu inhibieren im Wege 
des Gen Silencing (RNA Wechselwirkung) . 
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Patentanspruche : 

1. Verwendung einer fur Mrp4 codierenden Nukleinsaure 
5 und/oder eines Mrp4 Peptids oder Proteins zur Detektion 
von Prostata- und/oder Blasen- und/oder Ovartumoren, 
Oder zur Detektion eines Risikos der Erkrankung an 
Prostata- und/oder Blasen- und/oder Ovartumoren, insbe- 
sondere von Tumoren mit einer erhohten Resistenz, wobei 
10 eine Prostata- oder Blasen- oder Ovar-Gewebeprobe auf 
Ubertranskription von Mrp4 RNA oder auf Uberexpression 
eines Mrp4 Proteins untersucht wird. 

15 2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei eine an fur Mrp4 cod- 
ierende Nukleinsaure oder eine an Mrp4 Protein oder Pep- 
tid bindende Detektorsubstanz, vorzugsweise enthaltend 
eine Reportergruppe, verwendet wird, wobei Bindung 
besagter Nukleinsaure und/oder besagten Proteins oder 

20 Peptids an die Detektorsubstanz halbquantitativ oder 
quantitativ detektiert wird. 

3. Verwendung einer Mrp4 RNA oder eines Mrp4 Proteins oder 
25 Peptids zum Screenen nach daran bindenden Substanzen, 
,insbesondere prospektiven Wirkstoffen zur Inhibierung 
von besagter RNA oder besagtem Protein oder Peptid oder 
prospektiven Detektorsubstanzen, wobei eine prospektive 
Substanz oder eine Mischung solcher prospektiver Sub- 
30 stanzen mit besagter RNA oder besagtem Protein oder Pep- 
tid kontaktiert wird, wobei mit einem Bindungsassay 
Bindungsereignisse festgestellt werden, und wobei eine 
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bindende prospektive Substanz, ggf. nach Dekonvolu- 
tierung, selektiert wird. 

5 4 . Verwendung einer Mrp4 inhibierenden oder daran bin- 

denden Substanz zur Herstellung einer pharmazeutischen 
Zusammensetzung zur Behandlung von Prostata- und/oder 
Blasen- und/oder Ovartumoren, insbesondere zur Behand- 
lung resistenter Tumoren. 

10 

5. Verwendung nach Anspruch 4, wobei die Substanz ein An- 
tikorper ist, welcher durch Immunisierung eines nicht- 
menschlichen Saugetiers mit einem Mrp4 Peptid oder Pro- 

15 tein, oder einer hierfur codierenden cDNA, erhaltlich 
ist, oder ein Phage-Display Antikorper ist. 

6. Verwendung nach Anspruch 4, wobei die Substanz eine 

20 Mimikriverbindung eines Antikorpers gegen ein Mrp4 Pep- 
tid oder Protein ist. 

7. Verwendung nach Anspruch 4, wobei die Substanz , ein 
25 Aptamer, eine antisense RNA, oder ein Ribozym ist. 

8. Verwendung nach einem der Anspruche 4 bis 7, wobei die 
Substanz zusatzlich eine zytotoxische und/oder immun- 

30 stimulierende Komponente tragt. 
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9. Verwendung nach einem der Anspruche 4 bis 8, wobei die 
pharmazeutische Zusammensetzung zur lokalen Applikation 
in Tumorzellen enthaltendem Gewebe hergerichtet ist. 

5 

10. Verfahren zur Diagnose, einer Prostata- und/oder 
Blasen- und/oder Ovartumorerkrankung, insbesondere 
zur Diagnose resistenter Tumoren, wobei eine Detektor- 
substanz in einer Ausf uhrungsf orm mit einer Reporter- 

10 gruppe in zu untersuchendes Gewebe appliziert wird, 

wobei das zu untersuchende Gewebe dann einer Detek- 
tionsverfahrenstuf e unterworfen wird, welche sensitiv 
fur die Reportergruppe ist, und wobei im Fall der De- 
tektion eines definierten Mindestwertes der Reporter- 

15 gruppe im Gewebe das Gewebe als, ggf . resistente, 

Tumorzellen enthaltend qualifiziert wird. 

11. Verfahren zur Behandlung einer Prostata- und/oder 
20 Blasen- und/oder Ovartumorerkrankung, insbesondere 

resistenter Tumoren, wobei eine pharmazeutische Zusam- 
mensetzung nach einem der Anspruche 4 bis 9 in einer 
physiologisch wirksamen Dosis einem Patienten 
dargereicht wird, wobei optional gleichzeitig, davor, 
25 oder danach ein hiervon verschiedener Antikrebs- 

Wirkstoff in gleicher oder verschiedener Dar- 
reichungsf orm dargereicht wird. 

30 12. Pharmazeutische Zusammensetzung enthaltend zumindest 

zwei Komponenten A und B, wobei Komponente A eine Sub- 
stanz nach einem der Anspruche 4 bis 8 ist, wobei die 
Komponente B eine Antikrebs-Wirkstof f ist, wobei die 
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Komponenten A und B alternativ hergerichtet sein kon- 
nen i) als raumlich separate Komponenten eines 
.. Mehrkomponentenpraparates, bestimmt zur gleichzeitigen 
oder auf einanderf olgenden Darreichung und galenisch 
5 hergerichtet als gleiche oder verschiedene Dar- 

reichungsformen, oder ii) als Kombinationspraparat in 
Form einer raumlich verbundenen und einheitlichen 
Darreichungsf orm. 



10 

13. Ein Mrp4 Protein oder Peptid enthaltend eine Teilse- 
quenz von zumindest 4 Aminosauren aus Seq.-ID 10 , ins- 
besondere aus Seq.-ID 11, oder enthaltend Seq.-ID 10, 
insbesondere Seq.-ID 11, oder bestehend aus einer sol- 
15 chen Sequenz, nicht jedoch ein Protein oder Peptid 

gemafi oder codiert durch Genbank AccNo NM_005845, 
AYJD81219 und XM_036453 und nicht Seq.-ID 1 gemafi 
WO0058471. 



20 

14. Eine fur ein Protein oder Peptid nach Anspruch 13 cod- 
ierende Mrp4 Nukleinsaure, insbesondere enthaltend 
eine Teilsequenz von zumindest 12 Nukleotiden aus 
Seq.-ID 9. 



30 
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Ak-C: CKI GHKRRLEEDDMYS 

Ak-d: CRQLPSDGKKMV 

Ak-e: cllkkdneeseqppvp 

Ak-f: SGRLKEYDEPYVLLQC 



Figur 6 



7/8 

Figur 7 



GAAAC AGCAAAACAGG IAT AC TTCAAAAGAAATTATC C AC ATATTGGT CA 

NACTGACCACATGGTTACAAACACTTCCAATGGACAGCCCTCGACCTTAA 

CTATTTTCGAGACAGCACTGTGAATCCAACCAAAATGTCAAGTCCGTTCC 

GAAGGCATTTGCCACTAGTTTTTGGACTATGTAAACCACATTGTACTTTT 

TTTTACTTTGGCAACAAATATTTATACATACAAGATGCTAGTTCATTTGA 

ATATTTCTCCCAACTTATCCAAGGATCTCCAGCTCTAACAAAATGGTTTA 

TTTTTATTTAAATGTCAATAGTTGTTTTTTAAAATCCAAATCAGAGGTGC 

AGGCCACCAGTTAAATGCCGTCTATCAGGTTTTGTGCCTTAAGAGACTAC 

AGAGTCAAAGCTCATTTTTAAAGGAGTAGGACAGAGTTGTCACAGNNNNN 

NNNNNNNNNNNNNNNNNCCCCCAAAATTACATGTTAATTTCCATTTATAT 

CAGGGATTCTATTTACTTGAAGACTGTGAAGTTGCCATTTTGTCTCATTG 

TTTTCTTTGACATAACTAGGATCCATTATTTCCCCTGAAGGCTTCTTGTT 

AGAAAATAGTACAGTTACAACCAATAGGAACAACAAAAAGAAAAAGTTTG 

TGACATTGTAGTAGGGAGTGTGTACCCCTTACTCCCCATCAAAAAAAAAA 

ATGGATACATGGTTAAAGGATAGAAGGGCAATATTTTATCATATGTTCTA 

AAAGAGAAGGAAGAGAAAATACTACTTTCTCAAAATGGAAGCCCTTAAAG 

GTGCTTTGATACTGAAGGACACAAATGTGACCGTCCATCCTCCTTTAGAG 

TTGCATGACTTGGACACGGTAACTGTTGCAGTTTTAGACTCAGCATTGTG 

ACACTTCCCAAGAAGGCCAAACCTCTAACCGACATTCCTGAAATACGTGG ' 

CATTATTCTTTTTTGGATTTCTCATTTATGGAAGGCTAACCCTCTGTTGA 

CCGTAAGCCTTTTGGTTTGGGCTGTATTGAAATCCTTTCTAAATTGCATG 

AATAGGCTCTGCTAACGTGATGAGACAAACTGAAAATTATTGCAAGCATT 

GACTATAATTATGCAGTACGTTCTCAGGATGCATCCAGGGGTTCATTTTC 

ATGAGCCTGTCCAGGTTAGTTTACTCCTGACCACTAATAGCATTGTCATT 

TGGGCTTTCTGTTGAATGAATCAACAAACCACAATACTTCCTGGGACCTT 

TTGTACTTTATTTGAACTATGAGTCTTTAATTTTTCCTGATGATGGTGGC 

TGTAATATGTTGAGTTCAGTTTACTAAAGGTTTTACTATTATGGTTTGAA 

GTGGAGTCTCATGACCTCTCAGAATAAGGTGTCACCTCCCTGAAATTGCA 

TATATGTATATAGACATGCACACGTGTGCATTTGTTTGTATACATATATT 

TGTCCTTCGTATAGCAAGTTTTTTGCTCATCAGCAGAGAGCAACAGATGT 

TTTATTGAGTGAAGCCTTAAAAAGCACACACCACACACAGCTAACTGCCA 

AAATACATTGACCGTAGTAGCTGTTCAACTCCTAGTACTTAGAAATACAC 

GTATGGTTAATGTTCAGTCCAACAAACCACACACAGTAAATGTTTATTAA 

TAGTCATGGTTCGTATTTTAGGTGACTGAAATTGCAACAGTGATCATAAT 

GAGGTTTGTTAAAACGATAGCTATATTCAAAATGTCTATATGTTTATTTG 

GACTTTTGAGGTTAAAGACAGTCATATAAACGTCCTGTTTCTGTTTTAAT 

GTTATCATAGAATTTTTTAATGAAACTAAATTCAATTGAAATAAATGATA 

GTTTTCATCTCCAAAAAAAA 
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Figur 8 



MLPVYQEVKPNPLQDANICSRVFFWWLNPLFKIGHKRRLEEDDMYSVLPEDRSQHLGEELQG 
FWDKEVLRAENDAQKPSLTRAIIKCYWKSYLVLGIFTLIEESAKVIQPIFLGKIINYFENYD 
PMDSVALNTAYAYATVLTFCTLILAILHHLYFYHVQCAGMRLRVAMCHMIYRKALRLSN^4AM 
GKTTTGQ I VNLLSNDVNKFDQVTVFLHFLWAG PLQAI AVTALLWME I G I S CLAGMAVL 1 1 LL 
PLQS CFGKLF S SLRS KTAT FTDARI RTMNE VI TG I RI I KM YAWEKS FSNLI TNLRKKE I S KI 
LRSSCLRGMNLASFFSASKIIVFVTFTTYVLLGSVITASRVFVAVTLYGAVRLTVTLFFPSA 
IERVSEAIVSIRRIQTFLLLDEISQRNRQLPSDGKKMVHVQDFTAFWDKASETPTLQGLSFT 
VRPGELLAWGPVGAGKSSLLSAVLGELAPSHGLVSVHGRIAYVSQQPWVFSGTLRSNILFG 
KKYEKERYEKVIKACALKKDLQLLEDGDLTVIGDRGTTLSGGQKARVNLARAVYQDADIYLL 
DDPLSAVDAEVSRHLFELCICQILHEKITILVTHQLQYLKAASQILILKDGKMVQKGTYTEF 
LKSGIDFGSLLKKDNEESEQPPVPGTPTLRNRTFSESSVWSQQSSRPSLKDGALESQDTENV 
PVTLSEENRSEGKVGFQAYKNYFRAGAHWIVFIFLILLNTAAQVAYVLQDWWLSYWANKQSM 
LNVTVNGGGNVTEKLDLNWYLGIYSGLTVATVLFGIARSLLVFYVLVNSSQTLHNKMFESIL 
KAPVLFFDRNPIGRILNRFSKDIGHLDDLLPLTFLDFIQTLLQWGWSVAVAVIPWIAIPL 
VPLGIIFIFLRRYFLETSRDVKRLESTTRSPVFSHLSSSLQGLWTIRAYKAEERCQELFDAH 
QDLHSEAWFLFLTTSRWFAVRLDAICAMFVI IVAFGSLILAKTLDAGQVGLALSYALTLMGM 
FQWC VRQ S AE VENMM I SVERVIEYTDLEKEAPWEYQKRPPPAWPHEGVI I FDNVNFMYSPGG 
PLVLKHLTAL I KSQEKVGI VGRTGAGKS SL I S ALFRLSE PEGKI W I DKI LTTEI GLHDLRKK 
MSIIPQEPVLFTGTMRKNLDPFKEHTDEELWNALQEVQLKETIEDLPGKMDTELAESGSNFS 
VGQRQLVCLARAI'LRKNQILI I DEAT ANVD PRTDEL I QKKI RE KFAHCTVLT I AHRLNTI ID 
SDKIMVLDSGRLKEYDEPYVLLQNKESLFYKMVQQLGKAEAAALTEtTAKQVYFKRNYPHIGH 
1DHMVTNTSNTGQPSTLTT FETAL I — h 
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Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



BORST P ET AL: "A family of drug 
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16 August 2000 (2000-08-16) , pages 
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the whole document 
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Continuation of Box 1.1 

Claim 10 (in part) and claim 1 1 (in full) 

Claim 1 1 : PCT Rule 39.1(iv) - method for treatment of the human or animal body by therapy. 

The search in respect of the method claimed in claim 10 was restricted to methods not incorporating 
steps carried out on the human or animal body (PCT Rule 39. 1 (iv)). 



Continuation of Box 1.2 

Claims 4, 8, 9 and 12 (all in part) and claim 6 (in full) 

The current claims 4, 6, 8 and 9 relate to methods for producing a pharmaceutical composition for 
treating prostate tumour diseases, but the technical features which define the substances used in these 
methods are unclear. Claims 4, 6, 8 and 9 thus lack the requisite clarity (PCT Article 6) to such an 
extent that it was not possible to carry out a meaningful search covering the full range of subject matter 
for which protection is sought. Hie search was therefore directed to the parts of claims 4, 8 and 9 
which relate to the substances specified in claims 5 and 7. Product claim 12 relates to a composition 
containing two components A and B, where component A is a substance according to one of claims 4 
to 8. The search was therefore restricted to the parts of claim 12 which relate to the substances 
specified in claims 5 and 7. 

The applicant is advised that claims relating to inventions in respect of which no international search 
report has been established cannot normally be the subject of an international preliminary examination 
(PCT Rule 66.1(e)). In its capacity as International Preliminary Examining Authority the EPO 
generally will not carry out a preliminary examination for subjects that have not been searched. This 
also applies to cases where the claims were amended after receipt of the international search report 
(PCT Article 19) or where the applicant submits new claims in the course of the procedure under PCT 
Chapter II. However, after entry into the regional phase before the EPO an additional search may be 
carried out in the course of the examination (cf. EPO Guidelines, Part C, VI, 8.5) if the deficiencies that 
led to the declaration under PCT Article 17(2) have been corrected. 



Continuation of Box II 



The International Searching Authority has determined that this international application contains 
multiple (groups of) inventions, as follows: 

1 . Claims 1 , 2, 4-9 and 1 1 (all in part) 

Use of a nucleic acid coding for Mrp4 and/or of an Mrp4 peptide or protein to detect 
prostate tumours or the risk of such a disease, involving the testing of a prostate tissue 
sample for overtranscription of Mrp4 RNA or overexpression of an Mrp4 protein; use of 
an Mip4-inhibiting or Mrp4-binding substance in the production of a pharmaceutical 
composition for treating prostate tumours. 

2. Claims 1, 2, 4-9 and 1 1 (all in part) 

Use of a nucleic acid coding for Mrp4 and/or of an Mrp4 peptide or protein to detect 
bladder tumours or the risk of such a disease, involving the testing of a bladder tissue 
sample for overtranscription of Mrp4 RNA or overexpression of an Mrp4 protein; use of 
an Mrp4-inhibiting or Mrp4-binding substance in the production of a pharmaceutical 
composition for treating bladder tumours. 

3. Claims 1, 2, 4-9 and 1 1 (all in part) 

Use of a nucleic acid coding for Mrp4 and/or of an Mrp4 peptide or protein to detect 
ovarian tumours or the risk of such a disease, involving the testing of a ovarian tissue 
sample for overtranscription of Mrp4 RNA or overexpression of an Mip4 protein; use of 
an Mrp4-inhibiting or Mrp4-binding substance in the production of a pharmaceutical 
composition for treating ovarian tumours. 

4. Claim 3 (in foil) 

Use of an Mrp4 RNA or an Mrp4 protein or peptide to screen for substances that bind thereto. 

5. Claim 10 (in foil) 

Method for diagnosing a prostate and/or bladder and/or ovarian tumour disease, in particular for 
diagnosing resistant tumours, wherein a detector substance is applied to the tissue being examined. 

6. Claim 12 (in foil) 

Pharmaceutical composition containing at least two components A and B, where component A 
is an Mrp4-inhibiting or Mrp4-binding substance and component B being an anti-cancer agent. 

7. Claims 13 and 14 (in foil) 

An Mrp4 protein or peptide containing a partial sequence of at least 4 amino acids from SEQ ID 
No. 10; an Mrp4 nucleic acid coding for said protein or peptide, in particular containing a partial 
sequence of at least 12 nucleotides from SEQ ID No. 9. 
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Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 
"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch i zweifelhaft er- 
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iSn im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
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ausgefuhrt) 
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1. 0 Anspruche Nr. 10 (teilweise). 11 f vol 1 standi g) 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicnf verpflichtet ist, narnlich 

siehe BEI BLATT PCT/ISA/210 



2. 0 Anspruche Nr. 4,8,9,12 (alle teilweise), 6 (vollstandig) 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
da f3 eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 

siehe BEI BLATT PCT/ISA/210 



3. AnsprOche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaGt sind. 



Feld II Bemerkungen bei rnangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die international Recherchenbehorde hat festgestellt, daB dlese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 

siehe Zusatzblatt 



1. I I Da der Anrnelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

' — 1 internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche: 

2 I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 

I — I 2 usatzliche RecherchengebOhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahiung einer solchen GebOhr aufgefordert. 



3. I I Da der Anrnelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 — ' internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fOr die Gebuhren entrichtet worden sind, narnlich auf die 
AnsprOche Nr. 



4. |_yJ Der Anrnelder hat die erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faBt: 

1, 2, 4-9, 11 (alle teilweise) 



Bemerkungen hinslchtlich eines Widerspruchs Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anrnelder unter Widerspruch gezahlt. 

| | Die Zahiung zusatzlicher Recherchengebuhren erf olgte ohne Widerspruch. 



r 



Internationales Aktenzeichen PCT7 DE 03/G2159 
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Fortsetzung von Feld 1.1 

Ansprtiche Nr.: 10 (teilweise), 11 (vol 1 standi g) 



Anspruch 11: Regel 39.1(iv) PCT - Verfahren zur therapeuti schen 
Behandlung des menschlichen oder tieri schen Korpers 

Die Recherche fur die in Anspruch 10 beanspruchten Verfahren, wurde auf 
Verfahren beschrankt, die keine Schritte umfassen, die am menschlichen 
oder tierischen Korper vorgenommen werden (Regel 39.1(iv) PCT). 



Fortsetzung von Feld 1.2 

Ansprtiche Nr.: 4,8,9,12 (alle teilweise), 6 (vol 1 standi g) 



Die geltenden Patentanspruche 4,6,8,9 beziehen sich auf Verfahren zur 
Herstellung einer pharmazeuti schen Zusamnensetzung zur Behandlung von 
Prostatatumorerkrankung, wobei die in diesen Verfahren zu verwendenden 
Substanzen durch unklare technische Merkmale definiert werden. Den 
Patentanspruchen 4,6,8,9 fehlt daher die in Art. 6 PCT geforderte 
Klarheit derart, daB eine sinnvolle Recherche uber den gesamten 
beanspruchten Schutzbereich nicht moglich war. Daher wurde die Recherche 
auf die Teile der Patentanspruche 4,8,9 gerichtet, welche die Substanzen 
betreffen, die in den Anspruchen 5 und 7 angegeben sind. 
Der Patentanspruch 12 bezieht sich auf eine Zusammensetzung, enthaltend 
zwei Komponenten A und B, wobei Komponente A eine Substanz nach einem 
der Anspruche 4-8 ist. Die Recherche wurde entsprechend auf die Teile 
des Patentanspruchs 12 eingeschrankt, welche die Substanzen betreffen, 
die in den Anspruchen 5 und 7 angegeben sind. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, dass Patentanspruche auf 
Erfindungen, fur die kein internationaler Recherchenbericht erstellt 
wurde, normal erwei se nicht Gegenstand einer international en vorlaufigen 
PrLifung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In seiner Eigenschaft als mit, 
der international en vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde wird das EPA 
also in der Regel keine vorlaufige Prufung fur Gegenstande durchfuhren, 
zu denen keine Recherche vorliegt.Dies gilt auch fur den Fall, dass die 
Patentanspruche nach Erhalt des international en Recherchenberichtes 
geandert wurden (Art. 19 PCT), oder fur den Fall, dass der Anmelder im 
Zuge des Verfahrens gemass Kapitel II PCT neue Patentanpruche 
vorlegt.Nach Eintritt in die regional e Phase vor dem EPA kann jedoch im 
Zuge der Prufung eine weitere Recherche durchgefuhrt werden (Vgl . 
EPA-Richtlinien C-VI, 8.5), sollten die Mangel behoben sein, die zu der 
Erklarung gemass Art. 17 (2) PCT gefiihrt haben. 



1 



Internationales Aktenzeichen PCTV DE 03/ 02159 
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Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, dass diese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namlich: 



1. Anspruche: 1,2,4-9,11 (alle teilweise) 

Verwendung einer fur Mrp4 codierenden Nukleinsaure und/oder 
eines Mrp4 Peptids oder Proteins zum Nachweis von 
Prostatatumoren oder zum Nachweis eines Risikos der 
Erkrankung, wobei eine Prostatagewebeprobe auf eine 
Ubertranskription von Mrp4 RNA oder auf Uberexpression eines 
Mrp4 Proteins untersucht wird; Verwendung einer Mrp4 
inhibierenden oder daran bindenden Substanz zur Herstellung 
einer pharmazeuti schen Zusammensetzung zur Behandlung von 
Prostatatumoren. 



2. Anspruche: 1,2,4-9,11 (alle teilweise) 

Verwendung einer fur Mrp4 codierenden Nukleinsaure und/oder 
eines Mrp4 Peptids oder Proteins zum Nachweis von 
Blasentumoren oder zum Nachweis eines Risikos der 
Erkrankung, wobei eine Blasengewebeprobe auf eine 
Ubertranskription von Mrp4 RNA oder auf Uberexpression eines 
Mrp4 Proteins untersucht wird; Verwendung einer Mrp4 
inhibierenden oder daran bindenden Substanz zur Herstellung 
einer pharmazeuti schen Zusammensetzung zur Behandlung von 
Blasentumoren. 



3. AnsprUche: 1,2,4-9,11 (alle teilweise) 

Verwendung einer ftir Mrp4 codierenden Nukleinsaure und/oder 
eines Mrp4 Peptids oder Proteins zum Nachweis von 
Ovartumoren oder zum Nachweis eines Risikos der Erkrankung, 
wobei eine Ovargewebeprobe auf eine Ubertranskription von 
Mrp4 RNA oder auf Uberexpression eines Mrp4 Proteins 
untersucht wird; Verwendung einer Mrp4 inhibierenden oder 
daran bindenden Substanz zur Herstellung einer 
pharmazeuti schen Zusammensetzung zur Behandlung von 
Ovartumoren . 



4. Anspruch: 3 (vol 1 standi g) 

Verwendung einer Mrp4 RNA oder eines Mrp4 Proteins oder 
Peptids zum Screenen nach daran bindenden Substanzen. 



5. Anspruch: 10 (vol 1 standi g) 
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Verfahren zur Diagnose einer Prostata-und/oder 
Blasen-und/oder Ovartumorerkrankung, insbesondere zur 
Diagnose resistenter Tumoren, wobei eine Detektorsubstanz in 
zu untersuchendes Gewebe appliziert wird. 



6. Anspruch: 12 (vollstandig) 

Pharmazeutische Zusammensetzung enthaltend zumindest zwei 
Komponenten A und B, wobei Komponente A eine Mrp4 
inhibierende oder daran bindende Substanz und Komponente B 
ein Antikrebs-Wirkstoff ist. 



7. Anspruche: 13,14 (vollstandig) 

Ein Mrp4 Protein oder Peptid enthaltend eine Teilsequenz von 
zumindest 4 Aminosauren aus Seq.ID 10; eine fiir dieses 
Protein oder Peptid codierende Mrp4 Nukleinsaure, 
insbesondere enthaltend eine Teilsequenz von zumindest 12 
Nukleotiden aus Seq. ID 9. 
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